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ABSTRAK 
Phrynella merupakan marga monotipik yang sejauh ini hanya terdiri dari satu jenis, yakni Phrynella pulchra. Jenis ini 
terdistribusi di Semenanjung Malaysia, Sumatra dan Pulau Mentawai. Kami mengevaluasi status taksonomi populasi 
yang berasal dari Sumatra menggunakan data sekuen dari gen 16S rRNA mitokondria. Hubungan filogenetik dianalisis 
menggunakan Neighbour Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML), Bayesian Inference Analisys (BI) dan Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA). Hasil penelitian menunjukkan bahwa P. pulchra adalah kelompok 
monofiletik terhadap anggota luar (Metaphrynella, Kaloula dan Micryletta). Kelompok monofiletik P. pulchra terbagi 
menjadi dua kelompok besar: Sumatra dan Semenanjung Malaysia. Kelompok Sumatra terdiri dari dua subkelompok: 
Aceh dan Sumatra Utara- Bengkulu. Jarak genetik (uncorrected p-distance) antara populasi Semenanjung Malaysia dan 
Sumatra berkisar antara 1,1 sampai 2,0%, sedangkan di dalam populasi Sumatra berkisar antara 0,0 sampai 1,1%. 
Rendahnya jarak genetik populasi Semenanjung Malaysia dengan Sumatra secara taksonomi menunjukkan populasi 
tersebut masih berada pada tingkat Jenis yang sama. 
 
Kata Kunci: Mitokondria, populasi, jenis, Sumatra, taksonomi  
 
ABSTRACT 
Phrynella is a monotypic genus that so far only consisted of a single species, Phrynella pulchra. This species is distrib-
uted in the Malay Peninsula, Sumatra and the Mentawai Island. We evaluated the taxonomic status of populations 
from Sumatra using mitochondrial 16S rRNA sequence data. The phylogenetic relationships were estimated using Un-
weighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA), Neighbor Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML), 
and Bayesian Inference Analysis (BI). The results show that P. pulchra is a monophyletic group with respect to out-
group members (Metaphrynella, Kaloula and Micryletta). P. pulchra comprised of two main clades: Sumatra and Malay 
Peninsula. The Sumatra clade had two subclades: Aceh and Sumatra Utara-Bengkulu. The genetic distances 
(uncorrected p-distance) between Malay Peninsula and Sumatra ranged from 1.1 to 2.0 %, while within Sumatran popu-
lations ranged from 0.0 to 1.1%. Taxonomically, the low genetic distance between the Malay Peninsula and Sumatran 
populations indicate conspesificity. 
 
Keywords: Mitochondr ia, population, species, Sumatra, taxonomy 
PENDAHULUAN 
Phrynella merupakan marga yang 
monotipik (marga yang terdiri hanya satu 
jenis), yakni Phrynella pulchra (Gambar 1). 
Marga Phrynella termasuk ke dalam suku Mi-
crohylidae (Frost 2016). Boulenger (1887) 
mendeskripsikan P. pulchra dengan lokasi 
tipenya (lokasi dimana jenis ini pertama kali 
dideskripsi) adalah Malacca (Semenanjung 
Malaysia). Tiga tahun kemudian, Boulenger 
(1890) mendeskripsikan jenis lain dari marga 
yang sama yakni Phrynella pollicaris dari 
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Perak (Semenanjung Malaysia). Revisi pertama 
terhadap marga Phrynella dilakukan oleh Smith 
(1926) yang mensinonimkan marga Phrynella 
ke dalam marga Kaloula, karena kepemilikan 
gigi vomarine pada Phrynella merupakan 
karakter yang sama dengan Kaloula. Marga 
Kaloula sendiri sudah valid sebelumnya dengan 
tipe jenisnya Kaloula pulchra Gray, 1831. 
Pensinoniman Phrynella pulchra ke dalam mar-
ga Kaloula mengakibatkan penggunaan pulchra 
sebagai nama jenis akan terjadi duplikasi yang 
tidak bisa dibenarkan menurut kaidah pena-
maan dalam taksonomi pada saat itu, dan yang 
sekarang masih berlaku pada saat ini (ICZN 
1985). Oleh karena itu, Smith (1926) 
mengusulkan nama baru untuk P. pulchra, 
yakni K. boulengeri. Penamaan K. boulengeri 
ini untuk menghormati G. A. Boulenger yang 
telah menemukan jenis ini sebelumnya. 
Konsekuensi dari pensinoniman marga 
Phrynella ke dalam marga Kaloula 
mengakibatkan jenis P. pollicaris menjadi K. 
pollicaris (Smith, 1926). 
Selanjutnya Smith (1930) merevisi 
kembali dengan mengembalikan K. boulengeri 
menjadi P. pulchra sebagai marga dan jenis 
yang valid. Revisi terhadap jenis Phrynella 
pollicaris selanjutnya dilakukan oleh Parker 
(1934), dengan mengusulkan ke dalam marga 
baru yakni marga Metaphrynella. Satu abad 
berikutnya, evaluasi global amfibi secara mole-
kuler dilakukan oleh Frost et al. (2006), namun 
studi ini belum memasukan marga Phrynella. 
Hal yang sama juga dilakukan oleh Meijden et 
al. (2007) yang belum memasukkan marga 
Phrynella ke dalam pohon filogenetiknya. Hal 
ini mengakibatkan tertundanya evaluasi secara 
molekuler status penempatan marga Phrynella 
ke dalam suku Microhylidae.  
Evaluasi secara molekuler terhadap 
marga Phrynella baru dilakukan oleh Matsui et 
al. (2011) yang membuktikan bahwa marga 
Phrynella adalah marga yang valid dan 
merupakan bagian dari suku Microhylidae. 
Marga ini berkerabat dekat dengan marga 
Metaphrynella. Pendapat ini didukung oleh de 
Sa et al. (2012) yang membuktikan bahwa 
hubungan kekerabatan antara Phrynella dengan 
Metaphrynella membentuk percabangan pohon 
monofiletik. Namun demikian, kedua studi di 
atas baru menggunakan populasi P. pulchra dari 
Semenanjung Malaysia saja dan belum me-
wakili beberapa populasi dari wilayah distribusi 
jenis ini.   
Catatan tentang spesimen P. pulchra 
dari luar Semenanjung Malaysia telah ada baik 
di NHM (Natural History Museum, London), 
maupun MZB (Museum Zoologicum Bo-
goriense, Bogor). Pada tahun 2015, kami telah 
melakukan survei intensif di wilayah Sumatra 
dan berhasil mendokumentasikan kembali P. 
pulchra dari Sumatra. Penemuan ini merupa-
kan catatan kembali setelah publikasi-publikasi 
Gambar 1. Phrynella pulchra dari Aceh 
(MZB Amph 25933). 
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lama sebelumnya. Namun demikian, catatan 
spesimen di publikasi-publikasi sebelumnya 
belum bisa menggambarkan evaluasi taksonomi 
populasi P. pulchra yang berasal dari Sumatra. 
Beberapa evaluasi taksonomi secara molekuler 
terhadap jenis-jenis katak di Asia Tenggara te-
lah membuktikan beberapa populasi allopatric 
memiliki jarak genetik yang besar dan terbukti 
menjadi beberapa jenis baru, seperti pada Lep-
tobrachium nigrops (Hamidy et al. 2012) dan 
Polypedates otilophus (Matsui et al. 2013). 
Berdasarkan hal tersebut, tujuan penelitian kami 
adalah mengevaluasi status taksonomi dan hub-
ungan kekerabatan secara molekuler dua popu-
lasi P. pulchra dari Sumatra dan Semenanjung 
Malaysia. 
 
METODE PENELITIAN 
Sampel yang digunakan dari spesimen 
yang dikoleksi dari tiga lokasi di Sumatra yakni 
propinsi Aceh, Sumatra Utara (Sumut), dan 
Bengkulu. Semua spesimen disimpan di 
Museum Zoologicum Bogoriense (MZB), Pusat 
Penelitian Biologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan 
Indonesia (LIPI). Jumlah total sampel yang di-
analisis adalah 11 sekuen data, yang terdiri dari 
kelompok ingroup berjumlah 6 sekuen data (4 
dari spesimen MZB dan 2 dari sekuen Gen-
Bank) dan 5  kelompok outgroup (sekuen Gen-
Bank). Kelompok outgroup yang digunakan 
adalah tiga marga dalam suku Microhylidae: 
Kaloula pulchra, Kaloula baleata, Metaphynel-
la sundana, Metaphrynella pollicaris dan 
Micryletta inornata (Tabel 1). Sekuen data di-
ambil dari gen 16S rRNA di mitokondria. 
Keefektifan penanda 16S rRNA untuk identifi-
kasi level jenis di dalam katak telah dibuktikan 
oleh Vences et al. (2005). 
Ekstraksi DNA menggunakan jaringan 
otot yang diawetkan dalam ethanol 99% 
menggunakan metode fenol-kloroform (Hillis et 
al. 1996). Jaringan otot tersebut dihomogenkan 
No Jenis Voucher Lokasi No. GenBank Sumber 
1 Phrynella pulchra MZB Amph 23903 Sumatra Utara, Suma-
tra Utara, Indonesia 
LC314934 Studi ini 
2 Phrynella pulchra MZB Amph 25933 Seulawah Agam, Aceh, 
Indonesia 
LC314935 Studi ini 
3 Phrynella pulchra MZB Amph 25936 Seulawah Agam, Aceh, 
Indonesia 
LC314936 Studi ini 
4 Phrynella pulchra UTA A64941 Kepahiang, Bengkulu, 
Indonesia 
LC314933 Studi ini 
5 Phrynella pulchra UKMHC 820 Hulu Trengganu, 
Trengganu, Malaysia 
AB634694 Matsui et al. 
(2011) 
6 Phrynella pulchra UKMHC 820 Genting, Selangor, 
Malaysia 
AB611976 Kurabayashi et 
al. (2011) 
7 Kaloula pulchra MF 0812 Sumatra, Indonesia KC822624 Blackburn et 
al. (2013) 
8 Kaloula baleata KUHE 32313 Sumba, Indonesia AB634687 Matsui et al. 
(2011) 
9 Metaphrynella pollicaris KUZ 21655 Fraser’s Hill, Pahang, 
Malaysia 
AB634692 Matsui et al. 
(2011) 
10 Metaphrynella 
sundana 
BORN 8191 Crocker, Sabah, 
Malaysia 
AB634693 Matsui et al. 
(2011) 
11 Micryletta inornata KUHE 23858 Ranong, Thailand AB634695 Matsui et al. 
(2011) 
Tabel 1. Daftar sampel Phrynella pulchra dan kelompok outgroup beserta informasi voucher, 
lokasi, nomer akses GenBank dan sumber. 
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dengan buffer STE 0,6 ml (100 mM NaCl, 
10mM Tris-HCl dan 1mM EDTA pH 8,0), 
selanjutnya ditambahkan Proteinase K (0,1 
mg/ml) dan diinkubasi pada suhu 560C sampai 
homogen. Larutan ditambahkan dengan fenol 
dan CIAA (perbandingan 24:1) dan diendap-
kan dengan 1 ml etanol 70%. Endapan DNA 
divakum dan disimpan dalam 0,6 ml TE 
(10mM Trish-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0). 
Proses selanjutnya adalah Polymerase Chain 
Reaction (PCR), yang diawali dengan de-
naturasi awal selama 5 menit pada suhu 940C 
kemudian dilanjutkan 30 putaran yang terdiri 
dari denaturasi selama 30 detik pada suhu 
940C, annealing selama 30 detik pada suhu 
550C, dan elongasi  selama 1 menit 30 detik 
pada suhu 720C (Hamidy et al. 2011). Primer 
yang digunakan adalah primer forward    
16L1: 5’CTG ACC GTG CAA AGG TAG 
CGT AAT CAC T-3’ dan primer reverse 
16H1: 5’ CTC CGG TCT GAA CTC AGA 
TCA CGT AGG-3’ (Hedge 1994) kemudian 
produk PCR dielektroforesis pada gel poly-
acrylamid 6% dan disekuensing di First BASE 
Laboratories Sdn Bhd (Singapura) dari peru-
sahaan Axil Scientific Pte Ltd First BASE La-
boratories Sdn Bhd. 
Sekuen yang didapat kemudian diedit 
dengan menggunakan program Chromas Pro 
(Technelysium Pty Ltd., Tewntin, Australia) 
dan disejajarkan dengan sekuen genbank 
menggunakan Clustal X dalam program 
MEGA 5 (Tamura 2011). Rekontruksi pohon 
filogeni menggunakan analisis Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Means 
(UPGMA), Neighbour Joining (NJ), Maxi-
mum Likelihood (ML) dan Bayesian Inference 
(BI). Analisis UPGMA dan NJ menggunakan 
program MEGA 5 (Tamura 2011) dengan 
1000 replikasi, model kimura 2-parameter 
dengan substitusi transversi-transisi dan gaps 
pairwase deletion. Model evolusi DNA untuk 
ML dan BI menggunakan T92+G (Tamura 3-
parameter plus gamma) yang merupakan 
model terbaik pada software Kakusan 3 
(Tanabe 2007) berdasarkan AIC (Akike Infor-
mation Cruterion). Analisis ML dengan 
menggunakan program Tree finder (Jobb et al. 
2004) dengan evaluasi percabangan 1000 rep-
likasi bootstrap. Analisis BI diestimasi dengan 
menggunakan program MrBayes v3.2.6 
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) dengan empat 
simultan Metropolis-coupled Markov Chain 
Monte Carlo (MCMC) untuk 6.000.000 ge-
nerasi, dengan mengambil satu pohon setiap 
1000 generasi dan menghitung satu topologi 
yang konsensus untuk 3001 pohon setelah 
membuang 3000 pohon pertama (burn in = 
3.000.000). Nilai bootstrap pada cabang pohon 
yang diyakini valid adalah 70% atau lebih un-
tuk analisis NJ, UPGMA dan ML 
(Huelsenbeck & Hillis 1993) dan 95% atau 
lebih untuk analisis BI (Leache & Reeder 
2002). 
Kami menghitung jarak genetik 
menggunakan model uncorrected p-distance 
yang dianalisis di MEGA 5 (Tamura 2011). 
Acuan jarak genetik yang digunakan sebagai 
pembeda jenis adalah 3% (Fouquet et al. 
2007). Kevalidan penggunaan jarak genetik 
dari sekuen data gen 16S rRNA untuk me-
misahkan level jenis telah dibuktikan dibe-
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berapa penelitian jenis jenis katak di Asia 
Tenggara (Hamidy et al. 2011, Hamidy et al. 
2012, Hamidy & Kurniati 2015) 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Hubungan Filogenetik Phrynella pulchra 
Dari total sekuen data 464 pasang ba-
sa yang terdiri 362 invariable sites, 101 vari-
able sites dan 59 situs parsimony informative. 
Rekonstruksi pohon filogeneni yang terbentuk 
dari keempat analisis yaitu Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic Means 
(UPGMA), Neighbour Joining (NJ), Maxi-
mum Likelihood (ML) dan Bayesian Inference 
(BI) menunjukkan topologi yang sama. Pohon 
filogeni menampilkan grup P. pulchra berada 
pada posisi monofiletik. Tampilan UPGMA 
menggunakan indeks p-distance yaitu melihat 
jauh-dekatnya jarak genetik  antar satuan unit 
dalam satu pohon (Gambar 2). 
Pada Gambar 2, marga P. pulchra  
berada pada posisi monofiletik dengan nilai 
bootstrap (BPP = 100, MLBS = 100%, NJBS 
= 100% dan UPGMABS = 100%) terhadap 
kelompok outgroup (Metaphrynella, Kaloula, 
dan Micryletta). Hasil yang sama juga telah 
ditunjukkan oleh penelitian sebelumnya dari 
Kurabayashi et al. (2011) dan Matsui et al. 
(2011) yang menjelaskan dalam pohon 
filogeninya bahwa P. pulchra merupakan 
monofiletik yang jelas kevalidan marga 
Phrynella di dalam suku Microhylidae. 
Kelompok monofiletik P. pulchra terdiri dari 2 
kelompok besar yaitu Kelompok Sumatra dan 
Kelompok Semenanjung Malaysia. 
Phrynella  pulchra yang berasal dari 
Sumatra memiliki nilai bootstrap (BPP = 100, 
MLBS = 77%, NJBS = 79% dan UPGMABS 
= 65%). Kelompok Sumatra terbagi menjadi 
dua kelompok, yakni Sumatra Utara (Sumut) 
dan Bengkulu dengan nilai bootstrap 
Gambar 2. Filogenetik UPGMA dari 16S rRNA untuk sampel Phrynella pulchra. Angka pada 
cabang merepresentasikan nilai pendukung percabangan untuk analisis Neighbour 
Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML), Bayesian Inference Analisys (BI) dan Un-
weighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA). (BPP/MLBS/
NJBS/UPGMABS). 
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(UPGMABS = 66%), dan kelompok Aceh 
dengan nilai bootstrap (BPP = 100, MLBS = 
95%, NJBS = 97% dan UPGMABS = 96%). 
Sedangkan kelompok Semenanjung Malaysia 
memiliki boostrap (BPP = 76, MLBS = 93%, 
NJBS = 98% dan UPGMABS = 94%). Dua 
populasi yang allopatric (Semenajung Malay-
sia dan Sumatra) secara molekuler terbukti 
membentuk kelompok filogenetik. Secara 
molekuler, sister takson dari marga Phrynella 
adalah Metaphrynella, hal ini selaras dengan 
studi morfologi yang dilakukan oleh Bou-
lenger  (1890) ketika mendeskripsikan M.  
pollicaris. 
 
Jarak Genetik Populasi Phrynella pulchra 
dan status taksonominya 
Di dalam populasi Sumatra Utara-
Bengkulu memiliki jarak genetik 0,4%, se-
dangkan kelompok Aceh 0 %, dan Semenan-
jung Malaysia 0,2% (Tabel 2). Jarak genetik 
antara dua populasi Sumatra (Sumut-Bengkulu 
vs Aceh) berkisar 0,7–1,1%. Jarak genetik 
populasi Semenanjung Malaysia dengan popu-
lasi Aceh 1,7–2,0%, dan Semenanjung Malay-
sia vs Sumut-Bengkulu 1,1–1,3%. Nilai jarak 
genetik ditunjukkan sebagaimana tabel di 
bawah ini. 
Berdasarkan analisis Fouquet et al. 
(2007), jarak genetik minimum yang 
digunakan sebagai pembeda jenis adalah 3% 
menggunakan model p-distance substitution. 
Dengan demikian, kelompok Sumatra (Aceh, 
Sumatra Utara dan Bengkulu) dengan 
kelompok Semenanjung Malaysia masih dapat 
digolongkan dalam jenis yang sama 
(conspecific species). Data ini dapat 
melengkapi hasil penelitian yang dilakukan 
Matsui et al. (2011) dan de Sa et al. (2012) 
yang belum memasukkan data P. pulchra yang 
berasal dari Sumatra ke dalam evaluasi marga 
Phrynella. 
Perkiraan pemisahan antar jenis am-
fibi di wilayah Sundaland (Semenanjung Ma-
laysia, Borneo, Sumatra, Java) berlangsung 
sejak pada zaman Pleistocene (<1.6 juta tahun 
yang lalu) sebagimana dipostulatkan oleh 
Inger & Voris (2001). Namun demikian,   
Matsui et al. (2010) membuktikan bahwa pada 
zaman Pleistocene justru hanya terjadi pemisa-
han pada level populasi, sebagimana dibuk-
tikan dengan populasi Leptobrachium        
hendricksoni di Semenajung Malaysia dan 
Sumatra. Sejalan dengan penelitian Matsui    
Tabel 2. Nilai jarak genetik (uncorrected p-distance(%)) Phrynella, Kaloula, Metaphrynella, dan 
Micryletta inornata berdasarkan sekuen data dari gen 16S rRNA. 
  Jenis 1 2 3 4 5 
1 Phrynella pulchra (Sumatra Utara-Bengkulu) 0.4     
2 Phrynella pulchra (Aceh) 0.7–1.1 0    
3 Phrynella pulchra (Trengganu) 1.1–1.3 1.7–2.0 0.2   
4 Metaphrynella spp 7.2–8.5 7.9–8.8 7.0–8.5 7.2  
5 Kaloula spp 11.1–12.0 11.4–12.3 10.7–11.8 9.6–11.8 5.9 
6 Micryletta inornata 13.1 13.3 12.7–12.9 12.7–14.0 9.6–11.1 
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et al. (2010), maka kami berkesimpulan bah-
wa isolasi reproduksi P. pulchra populasi Su-
matra dan Semenanjung Malaysia belum ber-
langsung lama sehingga kedua populasi terse-
but masih tergolong ke dalam jenis yang sama. 
 
KESIMPULAN 
Phrynella pulchra merupakan ke-
lompok yang monofiletik. Berdasarkan jarak 
genetik status taksonomi populasi Sumatra dan 
Semenanjung Malaysia masih bersifat 
conspesific species (satu jenis yang sama).  
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